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近年、RNA は DNA に刻まれた遺伝情報をタンパク質に翻訳するための中間体としてだ
けでなく、転写や翻訳、物質輸送など様々な細胞機能の調節に重要な役割を果たしている
ことが明らかになってきた。一方、従来の RNA研究は主として RNAを cDNAへと逆転写
し、PCR 法で増幅して塩基配列分析装置や DNA マイクロアレイ法で分析する間接的な方
法を基礎にしているため、本来 RNAの機能調節に重要な転写後修飾の解析ができないとい
う問題点があった。生物化学研究室で進められている RNA の LC-MS 法では、RNA を直
接分析することができるため、RNA タンパク質複合体などを構成する RNA 成分を同定す
ると同時に、転写後修飾を含めた詳細な化学構造を解析できる利点がある。この方法を利
















トで修飾塩基の解析がされていない 13種類の tRNAを候補として以下の実験を行った。 
本研究ではまず東京大学の鈴木らの RNA-DNA 間の水素結合による塩基対形成能を利用























いては前処理を RNaseT1 ではなく RNaseA を使うといったことで解決できると考えられ
る。これについては条件の検討をしていく必要がある。 
上記の方法で 13種類の tRNAについて修飾塩基の解析を行った結果、tA(UGC)は全 76塩
基のうち 9 塩基がメチル化やジヒドロウリジンなどの修飾塩基であり、アンチコドンの
wobble nucleotideは ncm5Uと決定することができた。他の tRNAも同様にして、 
tG(CCC)は全 75塩基中 9塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tM(CAU)は全 76塩基中 9塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tS(GCU)は全 85塩基中 13塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Gであった。 
tE(CUC)は全 75塩基中 4塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tQ(UUG)は全75塩基中8塩基が修飾されており,wobble nucleotideはmcm5s2Uであった。 
tQ(CUG)は全 75塩基中 6塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tT(UGU)は全 75塩基中 13塩基が修飾されており,wobble nucleotideは ncm5Uであった。 
tT(CGU)は全 75塩基中 12塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tR(CCG)は全 75塩基中 8塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
tR(CCU)は全 75塩基中 9塩基が修飾されており,wobble nucleotideは Cであった。 
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APS  ammonium peroxodisulfate 
bp              base pairs 
DTT  dithiothreitol 
D.W.  distilled water 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid    
LC-MS          liquid chromatography-mass spectrometry 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 
pH  logarithm of hydrogen ion concentration 
NaOAc         sodium acetate 
rpm  rotation per minute 
tRNA  transfer RNA 
rRNA  ribosomal RNA 
snRNA  small nuclear RNA 
snoRNA         small nucleolar RNA 
ARS  aminoacyl tRNA synthetase 


















 近年研究が進み、機能性 RNA とも称されるようになった非コード RNA は、生体内で転
写(4-9)やクロマチン構造(10-13)、ゲノムインプリンティング(14)の制御、遺伝子サイレン
シング(15-18)、リボソーム生合成(19)など細胞が持つ基本的な機能の調節に直接関与する




ロテオミクスと RNA 研究を融合した機能性 RNP 複合体に関する研究を「リボヌクレオプ
ロテオミクス」と呼ぶことを提案し、その方法論の開発を進めている。 
1.2 RNA の LC-MS/MS 分析とリボヌクレアーゼ 

















当研究室では、RNA の LC 分離技術はダイレクトナノフローLC-MSショットガン解析シス
テム(24)を基本に用い、リン酸基に富む化合物である RNA に対して保持能力の高いシリカ
系 C30 逆相系充填剤と塩基性条件下で RNA とイオンペアを形成する揮発性の高い分離媒
体の共存イオンを選定することで分離を最適化し、低分子 RNA やその RNase 消化物を効
率よく分離できるナノ LC 法を開発した(25)。またこれと平衡して、RNA 検索のためのソ
フトウェアも開発された。LC-MSを用いたRNAの質量分析法は古くから行われてきたが、
タンデム質量分析法で MS/MS 情報から RNA を特定し、その化学構造を解析する試みは行
われていなかった。当チームが開発した Ariadene 検索ソフトウェア(26)は、世界で始めて
の MS/MS 情報を用いる RNA 検索ソフトウェアであり、MS/MS 分析の膨大なデータから
同定された多数の RNA 断片をデータベース中での出現確立に基づいて評価し、ある RNA
が同定される確立がランダムな事象よりも有意に近いか否かを計算することで特定の RNA
を同定する。これらの改良により、現在のシステムでは分離した fmol レベルの微量 RNA
成分を同定し、修飾を含めた化学構造も同時に解析可能となった。一方で，RNA の
LC-MS/MS 分析では，分析試料である RNA のその巨大な分子量ゆえに直接質量分析計に
掛けることは出来ず，分析の前処理として試料 RNA の断片化が必要である．そのため
LC-MS 分析の前処理に用いられているのが RNA 分解酵素(RNase)であった． 
 RNase は古くから盛んに研究がなされてきた酵素であり，特に一本鎖 RNA をピリミジ
ン残基の 3'末端で切断し，3'末端にピリミジン残基を持つオリゴリボヌクレオチド 3'リン酸






タイプの RNase であった．ゆえに RNase A のように切断末端に厳密な特異性を持った
RNaseは多くない．当研究室において，試料RNAの断片化に用いられてきたのは RNaseT1
であり，RNA を構成する 4 種類の塩基のうち Guanine を認識し，その 3‟末端側のホスホ
ジエステル結合を加水分解することで平均 4 塩基の RNA 断片を生成し，それらの RNA 断
片混合物を LC-MS/MSにより分析している．現在では RNaseT1 以外にも，RNaseA, 
colicinE5(28), などいくつかの RNase を断片化に用い，分裂酵母より精製した MRP-RNA
に対して適用した例がある．今回LC-MS/MSによる分析を機能性RNAの代表である tRNA
についても適用することとした。 
1.3 出芽酵母 tRNA 
機能性 RNA の代表として tRNA がある。tRNA はタンパク質合成系において，mRNA 上
のコドンと呼ばれる遺伝暗号を，それと対応するアミノ酸へと対応させるためのアダプタ
ーとして働いている．従来の研究から，tRNA はクローバーリーフ構造をとっており，D ル
ープ，A ループ，T ループというループ構造を持つことが知られている．このうち D ルー
プにはジヒドロウリジンを含むことが多く，T ループは TΨC という保存配列が見られる．
A ループは mRNA 上のコドンと塩基対形成するアンチコドンが存在し，各コドンにアミノ





ARS(Aminoacyl tRNA synthetase)の正しい tRNA の認識に関与しているということが知
られているがまだまだ未知の部分が多い。モデル生物とされている酵母 Saccharomyces 
cerevisiae の tRNA はミトコンドリア tRNA を除く 71 種類の存在が予測されており，うち
43 種類は構造が明らかになっている．しかし、残りの 28 種類について、ゲノム解析はされ
ているが修飾塩基の解析はされていない。さらに、現在全ての tRNA について修飾塩基の
解析がなされている生物種は存在していない。そのためモデル生物である酵母




1.4 出芽酵母 tRNA の修飾部位決定 
1.1RNA の LC-MS/MS分析とリボヌクレアーゼに記述した LC-MS/MS 分析法を出芽酵母
の全 tRNA に適用し、修飾塩基の解析を行うこととした。しかし全ての tRNA に適用する
には tRNA の数が多すぎるため、全てのコドンに対応出来る最低限の tRNA 分子について















アクリルアミド (電気泳動用) 和光純薬工業株式会社 
イソアミルアルコール 和光純薬工業株式会社 
イソプロパノール (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
エタノール (99.5) (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
エチレンジアミン四酢酸  DOJINDO 
塩化カリウム (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
塩化ナトリウム (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
塩酸 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
酢酸 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
酢酸カリウム (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
酢酸ナトリウム三水和物 (アミノ酸自動分析用) 和光純薬工業株式会社 
ジチオトレイトール (SH 酸化防止用) 和光純薬工業株式会社 
水酸化ナトリウム (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
脱イオンホルムアミド (分子生物学用) ナカライテスク株式会社 
炭酸水素アンモニウム (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
フェノール ナカライテスク株式会社 
ブロムフェノールブルー (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
ペルオキソニ硫酸アンモニウム (電気泳動用) 和光純薬工業株式会社 
ホウ酸 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
ホルムアルデヒド液 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
リン酸二ナトリウム一水素 十二水和物 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
リン酸ナトリウム二水素 二水和物 (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
Bacto Agar BD 
Bacto Tryptone BD 
Bacto Yeast Extract BD 
ペプトン ミクニ化学産業株式会社 
D- (+)-glucose (試薬特級) 和光純薬工業株式会社 
HEPES 同仁化学研究所 
N,N'-メチレンビス (アクリルアミド) (電気泳動用) 和光純薬工業株式会社 
N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン (電気泳動用) 和光純薬工業株式会社 
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酵母 tRNAPhe Sigma-Aldrich 
RNase A Sigma-Aldrich 
RNase T1 Washigton 
SYBR GOLD invitrogen 





・Urea は ALF grade/Amersham Biosciences を使用した． 
・脱イオンホルムアミドは Formamide deionized Nuclease and protease tested/nacalai 
tesque を 1ml ずつエッペンに分注して使用した． 
・SYBR Gold は SYBR® Gold nucleic acid gel stain/invitrogen を使用した． 
・飽和 BPB：ブロモフェノールブルーをミクロスパーテル 1 杯程度エッペンにとり，
RNase Free 水を 0.5ml 加えて Vortex．使用するときは，遠心後の上清を使用した． 
・ 電 気 泳 動 用 サ イ ズ マ ー カ ー は ， 14-30 ssRNA Ladder 
Marker(14,18,22,26,30nt)(takarabio 社 ) お よ び Small RNA Ⅱ (20-100 base of 
RNA)(BioDynamics Laboratory 社)を用いた. 
 
＜Urea-PAGE＞ 
 30% アクリルアミド溶液. 
試薬 使用量 最終濃度 
Acrylamide 71.25 g 28.5% 
Bis acrylamide 3.75 g 1.5% 
MilliQ   
Total 250 mL  
 
 10% APS 
試薬 使用量 最終濃度 
Ammonium Persulfate  1 g 10% 
MilliQ   





試薬 使用量 最終濃度 
Tris 54.0 g 0.89 M 
ホウ酸 27.5 g 0.89 M 
EDTA･Na2･2H2O 3.72 g 20 mM 
MilliQ   
Total 500 mL  
 
 50 mM EDTA (pH8.0). 
試薬 使用量 最終濃度 
EDTA･Na2･2H2O 3.72 g 50 mM 
NaOH adjust pH to 8.0  
MilliQ   
Total 200 mL  
 
 Loading Buffer 
試薬 使用量 最終濃度 
脱イオンホルムアミド 475 μL 95% 
50 mM EDTA (pH8.0)  20 μL 2 mM 
飽和 BPB 5 μL 1%飽和 
Total 500 μL  
 
 泳動用緩衝液 
試薬 使用量 最終濃度 
10×TBE 25 mL 0.5× 
MilliQ 475 mL  
Total 500 mL  
 
 染色液 
試薬 使用量 最終濃度 
SYBR Gold 5 μL 0.01% 
MilliQ 50 mL  





DNA とは異なって，RNA は RNA 分解酵素（RNase，リボヌクレアーゼ）によって分解さ
れやすい分子である．この RNase は，実験者の汗や唾からも混入する恐れがある．また
RNase 自身が安定であるため，いったん RNase に汚染されてしまうとなかなか除去するこ
とができない．この汚染を防ぐために，RNA を取り扱う際には，手袋を着用し，クリーン
ベンチ内で作業を行った。 
＜ビオチン化 oligo DNA を用いた tRNA の精製＞ 
 YPD 
試薬 使用量 最終濃度 
Bacto Yeast Extract  40 g 1% 
ペプトン 80 g 2% 
Glucose 80 g 2% 
蒸留水   
Total 4 L  
115℃で 20 分間オートクレーブ後に使用した。 
 
 Phenol / Chloroform / Isoamyl alcohol (25:24:1) pH4.0 
試薬 使用量 最終濃度 
Phenol(粒状) (nacalai tesque) 100 g  
chloroform/Isoamyl alcohol (24:1) Phenol の体積と
等量 
 
Total   
粒状フェノールは 65℃で溶けるまで湯銭してから使用。 
 3M CH3COONa (pH5.2) 
試薬 使用量 最終濃度 
CH3COONa•3H2O 204.13 g 3 M 
CH3COOH  adjust pH to 5.2  
蒸留水   
Total 500 mL  







 0.3M CH3COONa/10mM Na2EDTA 
試薬 使用量 最終濃度 
2 M CH3CO2Na (pH4.0) 30 mL 300 mM 
0.5 M EDTA (pH7.6) 4 mL 10 mM 
MilliQ   
Total 200 mL  
  
 Phenol/0.3M CH3COONa/10mM Na2EDTA  
試薬 使用量 最終濃度 
Phenol(粒状) (nacalai tesque) 500 g  
0.3M CH3COONa/10mM Na2EDTA Phenol の体積と
等量 
 
Total   
粒状フェノールは 65℃で溶けるまで湯銭してから使用。 
 
 10% SDS 
試薬 使用量 最終濃度 
SDS 20 g 10% w/v 
MilliQ   
Total 200 mL  
 
 70% エタノール 
試薬 使用量 最終濃度 
100% エタノール  35 mL 70 % 
ultra pure distilled water   
Total 50 mL  
 
 Immobilization buffer 
試薬 使用量 最終濃度 
5 M NaCl 40 mL 400 mM 
1 M HEPES-KOH (pH7.5) 5 mL 10 mM 
0.5 M EDTA (pH8.0) 5 mL 5 mM 
MilliQ   




 Binding buffer 
試薬 使用量 最終濃度 
5 M NaCl 120 mL 1.2 M 
1 M HEPES-KOH (pH7.5) 15 mL 30 mM 
0.5 M EDTA (pH8.0) 15 mL 15 mM 
MilliQ   
Total 500 mL  
 
 Wash buffer 
試薬 使用量 最終濃度 
5 M NaCl 10 mL 100 mM 
1 M HEPES-KOH (pH7.5) 1.25 mL 2.5 mM 
0.5 M EDTA (pH8.0) 1.25 mL 1.25 mM 
MilliQ   
Total 500 mL  
 
 Elute buffer 
試薬 使用量 最終濃度 
5 M NaCl 2 mL 20 mM 
1 M HEPES-KOH (pH7.5) 0.25 mL 0.5 mM 
0.5 M EDTA (pH8.0) 0.25 mM 0.25 mM 
MilliQ   
Total 500 mL  
 
 2 ng/μL RNaseT1 
試薬 使用量 最終濃度 
0.6 μg/ μL RNaseT1 1 μL 2 ng/μL 
ultra pure distilled water   









 1 M 炭酸水素アンモニウム (pH8.5) 
試薬 使用量 最終濃度 
炭酸水素アンモニウム 3.95 g 1 M 
ultra pure distilled water   
Total 50 mL  
 
 3 M KOH 
試薬 使用量 最終濃度 
KOH 8.4 g 3 M 
ultra pure distilled water   
Total 50 mL  
 
 1 M HEPES-KOH (pH7.0) 
試薬 使用量 最終濃度 
HEPES 11.9 g 1 M 
3 M KOH adjust pH to 7.0  
Total 50 mL  
 
 250 mM HEPES-KOH (pH7.0) 
試薬 使用量 最終濃度 
1 M HEPES-KOH 3.75 mL 250 mM 
ultra pure distilled water   
Total 15 mL  
 
 4 M KCl 
試薬 使用量 最終濃度 
KCl 29.82 g 4 M 
ultra pure distilled water   








 2 M Tris-HCl (pH7.7) 
試薬 使用量 最終濃度 
Tris 24.2 g 2 M 
6 M HCl adjust pH to 7.7  
ultra pure distilled water   
Total 100 mL  
 
2.1.3 実験で使用した装置 
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) 






(Thermo Fisher Scientific) 







 DNA 溶液(もしくは RNA 溶液)の 1/10 倍量の 3M CH3COONa, pH5.2 と 2.5 倍量の
2-propanol を加え、よく攪拌した後、-80℃フリーザーで 60 分間静置した。15000g、4℃
で 60 分間遠心分離した後、上清を取り除いた。70％エタノールを初期溶液の 2.5 倍量加え
て沈殿を洗浄し、15000g、4℃で 10 分間遠心分離した後、上清を取り除いた。風乾後、10ul
の Ultra distribution water で沈殿を溶解した。 
● 酵母トータル RNA の抽出 
 酵母を 12L の YPD 培地で 30℃で対数増殖期中期(1×107 cells/ml 程度)まで培養した。
500ml 遠心管に移し 3500g、 4℃で 5 分間遠心して回収した。 20ml の 0.3M 
CH3COONa/10mM Na2EDTA で溶解させた後、等量の Phenol/0.3M CH3COONa/10mM 
Na2EDTA を加え、VORTEX で 30 秒撹拌、インターバル 60 秒、撹拌 60 秒を 2 回繰り返
した。スウィングローターで、2500g,4℃で 5min 遠心し、静かに水層 95mL を回収した。
再び等量の Phenol/0.3M CH3COONa/10mM Na2EDTA を加え 60 秒撹拌した後、スウィン
グローターで 2500g,4℃で 5min 遠心し、水層を 90mL 回収した。得られた水層をエタノー
ル沈殿法で脱塩濃縮し、得られた沈殿の 1/3 を binding buffer 10ml に溶解した。 
● Affinity chaplet column chromatography による選択的 tRNA 精製法 
ペリスタポンプと chaplet column を連結し、5ml binding buffer を流した(流速は常に
0.5ml/min)。50ml binding buffer を 65℃で 1 時間循環した。Total RNA 14.2mg(binding 
buffer 10mlに溶解)を 65℃で 30分循環した後、常温で 80分循環した。Wash bufferを 37℃
で送液し、30 分毎に吸光度を測定した。O.D.が 0.01A260以下になるまで wash を行った。
連結した column を取り外し、9ml の Elution buffer が入ったシリンジと接続した後、防水
性の袋に入れて、water bath で 65℃,5 分間湯浴した。熱が下がらないように素早く 3ml
の溶出液を 2ml エッペンチューブ 4 本に 750ul ずつ回収した。再び 65℃,5 分間湯浴し、同
様の操作をさらに 2 回行った。得られた 12 本のフラクションをエタノール沈殿法で脱塩濃
縮し、風乾後 10ul の Ultra Pure D.W.に溶解した。 
● 出芽酵母 tRNA の HPLC 精製 
出芽酵母 tRNA の粗精製溶液(200ng)を RNase-free Water で 100ul にメスアップし、2M 
TEAA 5ul pH7.0 を加えた。このうち 100ul を HPLC 精製に使用した。 
LC は以下の条件で行った。 
LC 条件 
Pomp A 溶媒:100mM TEAA, 0.1mM (NH4)2HPO4 
      B 溶媒:100mM TEAA, CH3CN=6:4, 0.1mM (NH4)2HPO4 




初期B溶媒濃度20%,1minで 30%,50minで 39%, 51-60minで70%, 61minで 20%, 100min
で終了 
● LC-MS 分析 
LC(液体クロマトグラフィー)はトラップカラムに MonoCap C18 Trap column 0.2×150 
mm (GL Science, 35~40 mmにして使用)、ESIカラムにDevelosil C30-UG-3 粒径3 μm カ
ラムサイズ：150 μm×55 mm (NOMURA CHEMICAL)を用いたナノフロー逆相 LC で、
メタノール系の溶媒を用いた時は直線濃度勾配（メタノール/10 mM トリエチルアミン－酢
酸 pH7.0, 10-35％, 60 分）、アセトニトリル系の溶媒を用いた時は直線濃度勾配（10%メタ
ノール/40%アセトニトリル/10 mMトリエチルアミン－酢酸 pH7.0, 10-35％, 60 分）によ
り超微流量(流速 100 nL/min)で分離した。溶出された RNA フラグメントはエレクトロス
プレーイオン化法により直接タンデム質量分析計（LTQ-Orbitrap, model XL, Thermo 
Fisher Scientific, San Jose, CA）に導入され、MS 及び MS/MS 分析を行った。 
● 酵素消化 
0.5mlエッペンチューブに基質RNAと酵素の質量比が 1:1(RNaseT1),1:2(RNaseA,ColicinE5)
になるように混合し、Ultra Pure D.W.で 10ulにメスアップした後、37℃で消化した。100mM 
TEAAで 100ulにメスアップして、全量用いてLC-MS分析を行った。 
● 分子量測定法 
LC精製後 tRNA1pmolをRNase-free Waterで100ulにメスアップし、2M TEAA 5ul pH7.0
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B  2‟-O-methylcytidine 
D  dihydrouridine 
I  inosine 
J  2‟-O-methyluridine 
K  1-methylguanosine 
L  N2-methylguanosine  
M  N4-acetylcytidine 
P  Pseudouridine 
R  N2,N2-dimethylguanosine 
T  5-methyluridine 
Y  wybutosine 
1  5-methoxycarbonylmethyluridine 
3  5-methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine 
6  N6-threonylcarbamoyladenosine 
7  7-methylguanosine 
„  3-methylcytidine 
“  1-methyladenosine 
#  2‟-O-methylguanosine 
)  5-carboxymethylaminomethyl-2‟-O-methyluridine 
&  5-carbamoylmethyluridine 
?  5-methylcytidine 














図 1 5, 6-D-Uracil 代謝ラベルにおける U,Ψの質量変化 
ウリジンの擬ウリジル化反応前後の質量の変化を M と M-1 で示した。 
4.5 材料と方法 
4.5.1 Chaplet column chromatographyによる選択的 tRNA精製法 
ターゲットにした 13 種類の tRNA を選択的に精製するため，Chaplet column 
chromatography (以下 CCC)を用いた．まず各 tRNA に相補的な配列の 3‟端をビオチン化
したoligo DNAをストレプトアビジン固定化セファロースに結合させた．カラムを連結し，
ペリスタポンプを用いて酵母より抽出した RNA 溶液を循環させつつ変性・アニーリングを
行い，その後カラムをばらしてそれぞれ洗浄・溶出した．そして RNase T1 によって切断




YPDプレートに生やした出芽酵母 BY5208 株のコロニーを竹串でピックアップし、10 mL
の YPD 培地に植菌して、30℃で 24 時間培養した。培養後、8 mL を 12 L の YPD 培地に
加え、30℃で 16 時間培養した。培養液から遠心分離(3、500 rpm、 4℃、 5 min)によっ
て菌体を回収し、あらかじめ冷却しておいた D.W. 60 ml で洗浄した後、再び菌体を回収し
た．目視で菌体量を見積もると 47.5 mL であり、あらかじめ冷却しておいた 0.3M 
CH3COONa/10mM Na2EDTA 47.5 mL で 洗 浄 ・ 回 収 し 、 Phenol/0.3M 
CH3COONa/10mM Na2EDTA 95 mL を加えて、VORTEX で 30 秒撹拌、インターバル
60 秒、撹拌 60 秒を 2 回繰り返した。スウィングローターで、2500g,4℃,5min 遠心し、
上清を回収した。回収した上清に再びPhenol/0.3M CH3COONa/10mM Na2EDTA 95 mL
を加えて、VORTEX で 30 秒撹拌、インターバル 60 秒、撹拌 60 秒を 2 回繰り返した。
スウィングローターで、2500g,4℃,5min 遠心し、上清を回収した。回収した上清(82 mL)
に 41 mL のイソプロパノールを加えて-20℃で 1 時間静置し、遠心分離(15000 rpm、 4℃、 
30 min)して上清を回収した．上清に対して再び 41 mL のイソプロパノールを加えて-20℃
で 30 分冷却し、遠心分離(15000 rpm、 4℃、 60 min)して沈殿を回収した．最後に沈殿
に対してあらかじめ冷却しておいた 70%エタノールを 41 mL 加えて遠心分離(15000 rpm、 
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4℃、 10 min)し、RNA を回収した．乾燥後、2 mL の binding buffer を加えて 80℃で 2
分加熱して溶解した． 
代謝ラベル法ではYPD培地を SD培地にドロップアウトパウダーと 5, 6-D-uracilを加えた
培地を使い、株はウラシル要求性の BY5208 MATα ura3-52 his3-Δ200 を使用。 
以後代謝ラベルされた total RNA とラベルされていない total RNA について別々に同様の
操作を行った。 
Oligo DNAの固定化 
<用いた Oligo DNA> 
使用した oligo DNA の配列は以下を参照。 














それぞれ tRNA の 3‟末端から 30 塩基相補的な DNA probe を使用した。DNA probe の 3‟
末端は biotin 付加されている。 
【操作】 
各 HiTrap Streptavidin HP columns 1 mL (GE Healthcare)に 5 mL の immobilization 
buffer を加えてカラムを平衡化した．次に各 Oligo DNA を 1 mL の immobilization buffer
に溶解し，平衡化したストレプトアビジンカラムにロードした．その後室温で 60 分間ロー





チューブ：内径 1 mm 外径 2 mm 適当な長さ 
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装着具：Tubing connector flangeless/M6 female, Tubing connector flangeless/M6 male, 




て，65℃の恒温槽の中であらかじめ 65℃に温めた 5 mL の binding buffer を 0.4 mL/min
の流速で循環させて平衡化した．1 時間後，循環させた溶液を捨て，binding buffer に溶け
ている 7.5 mg/mL RNA 溶液 2 mL を加えて 65℃で 37.5 分循環させた．その後，室温で
100 分間循環させ，カラムの連結を崩してシリンジと接続し，あらかじめ 37℃に温めた
wash buffer で 0.01A260となるまで洗浄した．洗浄後，あらかじめ 65℃に温めた elution 
buffer 3 mL が入っているシリンジと接続し，500 μL をカラムに加えてシリンジと接続し





Urea-PAGE を行った後，RNase T1 によって粗精製 tRNA を LC-MS 分析を行い RNA 検










RNA サンプルはオートサンプラーから LC の流路にインジェクトし，以下の条件で分離し
た．LC(液体クロマトグラフィー)はカラムに PLRP-S 300A を用いた逆相 LC で，直線濃度
勾配（アセトニトリル:100 mM トリエチルアミン酢酸=4:6 /0.1 mM リン酸水素アンモニウ
ム, 31-41%, 70 分）により流速 50 μL/min，温度 60℃で分離した．分離された RNA 溶液
は下流に接続した検出器により波長 260nm の光に対する吸光度が測定され，モニタリング
中に検出されたピークを分取した．分取した溶液にはアセトニトリルが含まれるため，






チューブに tRNA 溶液を加え，RNase 溶液および水を混ぜた反応液を調製した。RNase A
による切断では基質対酵素比(重量比)で 1:1 となるようにし，RNase free water を加えて反
応容量が 5~10 μL になるよう混合した．この混合液を PCR thermal cycler を用いて 37℃
で 1 時間酵素消化させた． 
単塩基認識の RNase を用いても構造が決まらないところに対しては，複数塩基認識の
RNase を用いることで構造決定を試みた。Colicin E5 の場合は基質対酵素比(重量比)が 1:1
となるよう tRNA 溶液に加え，反応用緩衝液として 1 M NH4HCO3 (pH8.5)を終濃度 100 
mM となるよう加えた。そして反応容量が 5~10 μL になるよう RNase free water を加えて
調製した．この混合液を PCR thermal cycler を用いて 37℃で 1 時間酵素消化させた． 
 
4.6 結果 
以下の項目に構造決定候補として決定した 12 種類の tRNA に対して 1 種類ずつ HPLC 精
製と構造決定の結果を記述する。代謝ラベル法で精製した tRNA の解析については
tRNAUGCAla, tRNACCCGly, tRNACCGArgの 3種類について解析を行い残りの 9種類につい







Figure 4-1 tRNAUGCAlaの HPLC 精製のクロマトグラム
 
Figure 4-2 5, 6-D-uracil labeling tRNAUGCAlaの HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC精製によって精製された粗精製 tRNAUGCAla(5, 6-D-uracilラベル無しと有り)を逆相ク




Figure4-1 では 38-42min に溶出したピークを手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消
化を行い RNA 検索ソフトウェア ariadne (available through 
internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで tRNAUGCAlaが分取したピークに含まれ
ていることを確認した。Figure4-2 ではピークが 2 つ検出されたがピーク 1 は 3‟末端が短い








raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-4 5, 6-D-uracil labeling tRNAUGCAla  
RNase T1 消化断片のベースピーククロマトグラム 
 
 




Figure 4-6 tRNAUGCAla ColicinE5 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-3, 4-5, 4-6 は tRNAUGCAlaをそれぞれ RNase T1, RNase A, ColicinE5 消化した後
に LC-MS分析したベースピーククロマトグラムを表した。Figure4-4 は 5, 6-D-uracil でラ
ベルした tRNAUGCAlaを RNase T1 消化した後に LC-MS分析したベースピーククロマトグ
ラムを表した。メジャーピークの MSMS 情報を解析し Supplementary table 4-3, 4-4, 4-5, 
4-6 にそれぞれまとめた。Table4-2 のピーク No とベースピーククロマトグラムのピーク






Table 4-2 同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は figure4-3, 
(B)は figure4-4, (C)は figure4-5, (D)は figure4-6 にそれぞれ対応している。 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DDGp 1 UUGp
2 CGp 2 DAGp
3 DAGp 3 CAGp
4 UUGp 4 TPCGp
5 CAGp 5 AGp
6 CmmG>p 6 DCAUCGp
7 CA>p 7 CUUCCCU(NcM5u)Gp
8 DCAUCGp 8 DCAUCG>p
8 DCmAUCGp 9 TPCG>p
9 TUCGp 10 CAAGp
9 TUCGp 11  UCCACCA-OH
10 CUUCCCU(NcM5u)Gp 12 CmmGCUUCCCU(NcM5u)Gp
10 AGp 13 CACAUmGGp
11 CAAGp 14 AUUCCGp
11 CAAGp 15 CACAUmG>p
12  UCCACCA-OH 16 AAGp
13 CACAUmG>p 17 AUUCCG>p
14 AUUCCGp
15 AAGp
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 GCp 1 pGGGCAC>p
2 GUp 2 UUGCG>p
3 pGGGCp 3 UCCACCA-OH























図 4-2 tRNAUGCAlaの配列に対する酵素消化断片マッピング 
 
図 4-3 5,6-D-uracil labeling tRNAUGCAlaの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAUGCAla(5,6-D-uracil ラベル有りと無し)の構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きな
し)が RNase T1 消化断片、中抜き線が RNase A 消化断片、上抜き線が ColicinE5 断片を示








Figure 4-7  tRNAUGCAlaの分子量測定 
tRNAUGCAlaの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNAUGCAlaの分子量を







構造解析の結果 tRNAUGCAlaの修飾塩基は position9 が mG, position16 が D, position17 が
D, position20がD, position26がmmG, position34が ncm5U, position47がD, position54
が mU であり、合計 8 つの修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル
化は position 毎にメチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵
素を考えると position9 は K, position26 は R, position54 は T であることが予想される。
分子量測定の結果、同定した修飾を含めた tRNAUGCAlaの推定分子量のクロマトグラムシミ
ュレートと実測のクロマトグラムが非常によく一致しているため同定した修飾は正しいも









Figure 4-8 tRNACUCGluの HPLC 精製クロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACUCGluを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-8 クロマトグラムを得た。44-45min, 46-50min でそれぞれ溶出したピークを手動で
分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェア ariadne (available 
through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに含まれる
RNA を明らかにした。ピーク 1 は tRNACUCGluが確認され、ピーク 2 は tRNAUUCGluが確







れた raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-10 tRNACUCGlu RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-9, 4-10 は tRNACUCGluをそれぞれ RNase T1, RNase A, ColicinE5 消化した後に
LC-MS 分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS 情報を
解析し Supplementary table4-9, 4-10 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピー
ク No とベースピーククロマトグラムのピーク No がそれぞれ対応している。Figure4-9, 





Table 3 tRNACUCGluの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は figure4-9, 
(B)は figure4-10 にそれぞれ対応している。 
 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 pUCCGp 1 GUp
1 UCCGp 2 GCp
2 CGp 3 GU>p
3 UGp 4 GUp
4 pUCCG>p 5 AUp
5 CUGp 6 ACp
6 UG>p 7 AUp
7 DDAGp 8 AU>p
8 UAGp 8 GGCp
9 UUCGp 9 AC>p
10 CUUCGp 10 GACp
11 UAGp 11 AU>p
12 mUUCGp 12 GAUp
12 AGp 13 GGAGCp
13 AUGp 14 AACp
13 UUCUCACCGp 14 AGUp
14 UAACGp 15 GGGGTp
14 ACCGp 16 GGAGACp














図 4-4 tRNACUCGluの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNACUCGluの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜







構造解析の結果 tRNACUCGluの修飾塩基は position20 が D, position49 が mC, position54
が mU であり、合計 3 つの修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル
化は position 毎にメチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵






tRNACCCGlyには塩基配列類似の tRNACCCGlyO(tGlyCCCO)と tRNACCCGlyD(tGlyCCCD) の 2
種類のヴァリアント存在する。この 2 種類のヴァリアント間の差は 4 塩基のみであり、ま




Figure 4-11 tRNACCCGlyの HPLC 精製クロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACCCGlyを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-11 クロマトグラムを得た。45-46min, 46-48min, 48-50min でそれぞれ溶出したピ
ークを手動で分取し、共通実験項目のRNaseT1消化を行いRNA検索ソフトウェア ariadne 
(available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに
含まれる RNA を明らかにした。3‟末端が未成熟な tRNACCCGlyとヴァリアントである
tRNACCCGlyO,tRNACCCGlyD がそれぞれ存在してることが確認された。48-50min に回収し
たフラクションは tRNACCCGlyD が主成分ではあるが、tRNACCCGlyO 由来の RNase T1 消化
断片も確認された。混合物を構造決定使うことを避けるためにヴァリアントである






Figure 4-12 5, 6-D-uracil labeling tRNACCCGlyの HPLC 精製クロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 5, 6-D-uracil labeling tRNACCCGlyを逆相クロマトグ
ラフィーにかけ、figure4-12 のクロマトグラムを得た。32-34min でそれぞれ溶出したピー
クを手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行った。ラベルされた RNA では RNA
検索ソフトウェア ariadne (available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用す







Figure 4-13 tRNACCCGly RNase T1 消化断片のベースピーククロマトグラム
 
Figure 4-14 5, 6-D-uracil labeling tRNACCCGly  




Figure 4-15 tRNACCCGly RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-13, 4-15 は tRNACCCGlyをそれぞれ RNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。Figure4-14 は 5, 6-D-uracil でラベルされ
た tRNACCCGlyの RNase T1 消化産物を LC-MS/MS 分析したベースピーククロマトグラム
を表した。メジャーピークの MSMS 情報を解析し Supplementary table4-13, 4-14, 4-15
にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No とベースピーククロマトグラムの





    
Table 4 tRNACCCGlyの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-13, (B)は figure4-14, (C)は figure4-15 にそれぞれ対応している。 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DGp 1 DDAGp
2 GGp(ダイマー形成) 2 UYCGp
3 CGp 3 C(mC)(mC)Gp
4 UGp 4 CUUGp
5 CG>p 5 TYCGp
6 DDAGp 6 UUCAGp
6 DDAGp 6 CYUCCCAAGp
7 UUCGp 7 CAUGp
8 C(mC)(mC)Gp 8 CAAGp
8 C(mC)(mC)Gp 8 CUUCCCAAGp
9 TUCGp 9 CACCA-OH
9 TUCGp 10 (Cm)AAGp
9 CUUGp 11 AUUCCCGp




11 CUUCCCAAGp peak No Identified sequences
11 CUUCCCAAGp 1 pGCp
12 CACCA OH 2 GCp
12 CACCA OH 3 GUp
13 mCAAGp 4 GGDp
14 AUUCCCGp 5 GGCp
15 AUUCCCG>p 5 ACp
16 AAUUUAUGp 6 GCmA>p























図 4-6 5, 6-D-uracil labeling tRNACCCGlyの配列に対する酵素消化断片マッピング 
図 5, 6 に tRNACCCGlyとラベルされた tRNACCCGlyの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜
きなし)が RNase T1 消化断片、中抜き線が RNase A 消化断片を示している。図 5 では上
段の配列が tRNACCCGly O, 下段の配列が tRNACCCGlyD の配列を示している。配列上の赤文
字がそれぞれの配列で異なる塩基を示しており、tRNACCCGly O と tRNACCCGly D では 4 塩
基の違いが存在する。tRNACCCGly O と tRNACCCGly D のユニーク配列の Base peak 
intensity を比較した結果を tRNACCCGly D 配列のマッピングした断片に矢印で表記してい
る。tRNACCCGly O の断片で修飾が部分的に起こっている箇所が存在したため、修飾が部分
的に起こる割合を tRNACCCGly O 配列上部の矢印で示した。矢印は部分的に起こる修飾部位
を示している。図 6 の配列上の赤文字は同定した擬ウリジンを示している。配列上の U, C, 






Figure 4-16 tRNACCCGlyの分子量測定 
tRNACCCGlyの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNACCCGlyの分子量を
LC-MS 分析で測定した。Figure 4-16 の上段が tRNACCCGlyの測定結果を表しており、下段
は同定した修飾塩基を含む tRNACCCGly Oの推定分子量でクロマトグラムのシミュレートを
かけた結果である。部分的に修飾が起こっている箇所については割合の高い方を推定分子





構造解析の結果 tRNACCCGly O の修飾塩基は position4 が B(Cm), position16 が D, 
position19がD, position20がD, position32がP, position48がmC, position49がmC, 
position54 が mU, position55 が P であり、合計 9 つの修飾塩基が存在することが示さ
れた。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎にメチル化酵素が決まっており(31)、そ
れぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると position4 は B, position48 は?, 
position49 は?, position54 は T であることが予想される。分子量測定の結果、同定した










tRNAUAUIleには塩基配列の類似した tRNAUAUIle D と tRNAUAUIle L の 2 種類のヴァリアン
ト存在する。この 2 種類のヴァリアント間の差は 1 塩基のみであり、また CCC 精製で利用




Figure 4-17 tRNAUAUIle HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNAUAUIleを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-17 クロマトグラムを得た。32-34min, 34-37min に溶出したピークをそれぞれ手動
で分取し、共通実験項目のRNaseT1消化を行いRNA検索ソフトウェア ariadne (available 
through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに含まれる
RNA を明らかにした。32-34min に分取したフラクションには目的の tRNAUAUIle以外の
RNA が確認された。34-37min に分取したフラクションには目的の tRNAUAUIleを確認した






raw data の解析を手動で行った。 
 
 




Figure 4-19 tRNAUAUIle RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-18, 4-19 は tRNAUAUIleをそれぞれ RNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-18, 4-19 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No
とベースピーククロマトグラムのピーク No がそれぞれ対応している。Figure4-18, 4-19 の
メジャーピークには tRNAUAUIle D, tRNAUAUIle L由来の断片のみが同定された。Figure4-18
では 12,13 のピークが tRNAUAUIle D 由来、14,15 のピークが tRNAUAUIle L 由来のピークで
あり、それ以外の 1-11 のピークは共通の配列からなる断片を同定した。Figure4-19 では
20-23のピークが tRNAUAUIle D由来、24-26のピークが tRNAUAUIle L由来のピークであり、





Table 5 tRNAUAUIleの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-18, (B)は figure4-19 にそれぞれ対応している。 
 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DDAGp 1 GUC>p
2 DDAGn 2 GGD>p
3 CUUCGp 3 GCUU>p
4 CUCGp 4 UUCGU>p
4 CUCGn 5 AC>p
4 CUCGp 6 GGDD>p
5 CUCAGp 7 ACC>p
5 AGp 8 ACCU>p
6 CUUCG>p 9 CmGDmCGU>p
7 UA(mG)p 10 ACCUC>p
8 CACCA-OH 10 GUGCUU>p
9 ACC(m7G)D(mC)Gp 11 GAC>p
10 CUUAU(t6a)ACGp 11 AU(t6a)ACp
11 CUUAU(t6a)ACG>p 11 AUAACp
11 ACC(m7G)D(mC)G>p 12 CGAGC>p
12 TUCAmAACCCCACCUCGp 13 GUGU>p
13 TUCAmAACCCCACCUCG>p 13 GAGC>p
14 TUCAmAUCCCCACCUCGp 14 AU(t6a)ACGC>p






















図 4-7 tRNAUAUIleの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAUAUIleの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜き
線が RNase A 消化断片を示している。上段の配列が tRNAUAUIle D, 下段の配列が
tRNAUAUIle L の配列を示している。配列上の赤文字がそれぞれの配列で異なる塩基を示し
ており、tRNAUAUIle D と tRNAUAUIle L では 1 塩基の違いが存在する。tRNAUAUIle D と 
tRNAUAUIle Lのユニーク配列のBase peak intensityを比較した結果を矢印で表記している。
tRNAUAUIle Dと tRNAUAUIle L の間で異なっている塩基であるAとUが 1:2の割合で存在
していることが確認された。また修飾が部分的に起こっている箇所が存在したため、修飾
が部分的に起こる割合を tRNAUAUIle D 配列上部の矢印で示した。矢印は部分的に起こる修
飾部位を示している。配列上の U, C, A, G 以外の文字で表記されている文字に関しては修




Figure 4-20 tRNAUAUIleの分子量測定 
tRNAUAUIleの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNAUAUIleの分子量を
LC-MS 分析で測定した。Figure 4-20 の A は tRNAUAUIleの分子量測定結果を表している。
B は同定した修飾塩基を含む tRNAUAUIle Dの推定分子量でクロマトグラムをシミュレート






 考察  4.6.4.3.
RNase T1, RNase A, 分子量測定の結果ヴァリアントである tRNAUAUIle Dと tRNAUAUIle L
が約 1:2 程度の割合で混合していることが示唆された。この 2 つのヴァリアントには塩基が
1 つだけ異なるという差違しかないため現状の技術で分離することは困難である。そのため
混合物としての構造解析結果を記す。構造解析の結果 tRNAUAUIle(D+L)の修飾塩基は
position10 が mG, position16 が D, position19 が D, position20 が D, position37 が t6a(部
分的に修飾があるため D, L どちら由来のものかは判別不能), position46 が 7mG, 
position47 が D, position48 が mC, position54 が mU, position58 が mA であり、合計 10
の修飾塩基が存在することが示された。完全修飾の箇所については D, L ともに同一の配列
由来となるため試料が混合物であっても問題ないが、修飾が部分的に起こっている
position37 の t6a に関しては D, L どちら由来の修飾か判別することは出来なかった。今後
の技術の進歩によってヴァリアントの分離が可能となった場合この修飾の割合を明らかに
することができると考えられる。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎にメチル化酵素
が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると position10 は L, 
position46 は 7, position48 は?, position54 は T であることが予想される。分子量測定の結
果、同定した修飾を含めた tRNAUAUIle D, L の推定分子量のクロマトグラムシミュレートと
実測のクロマトグラムが非常によく一致しているため同定した修飾は正しいものだと考え








tRNAUUGGlnには塩基配列の類似した tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL と tRNAUUGGln B, 
tRNAUUGGln E2 の 3 種類のヴァリアント存在する。また次章の 1.1.7tRNACUGGlnも配列が
類似しており、この 4 種類の tRNA 間で 7 箇所塩基の異なる部分があり、また CCC 精製で
利用した DNA プローブ上では最大 3 塩基しか差がない。そのため CCC 精製で精製された
RNA フラクションにはこの 4 種類の tRNA が存在する可能性があるため、HPLC による分
離、精製を行った。 
 
Figure 4-21 tRNAUUGGln HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACUGGlnを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-21 のクロマトグラムを得た。39-40.5min, 40.5-42.5min,42.5-45min に溶出したピ
ークをそれぞれ手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェ
ア ariadne (available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラ
クションに含まれる RNA を明らかにした。ピーク 1 では tRNACUGGln,ピーク 2 では
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL, ピーク 3では tRNAUUGGln B, E2の 2種類のヴァリアントが





raw data の解析を手動で行った。 
 
Figure 4-22 tRNAUUGGln RNase T1 消化断片のベースピーククロマトグラム 
 




Figure 4-24 tRNAUUGGln ColicinE5 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-22, 4-23, 4-24は tRNAUUGGlnをそれぞれRNase T1, RNase A, ColicinE5消化した
後に LC-MS/MS分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークのMSMS
情報を解析し Supplementary table4-22, 4-23, 4-24 にそれぞれまとめた。Supplementary 
table のピーク No とベースピーククロマトグラムのピーク No がそれぞれ対応している。
Figure4-22, 4-23, 4-24 のメジャーピークには tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL 由来の断片の
みが同定された。マイナーピークにヴァリアント由来のピークが確認されたが対応する
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL由来の断片と intensityを比較すると 10分の 1以下の量であ
るため構造決定を行うにあたって問題はないと判断した(Supplementary table4-22, 4-23, 






Table 6 tRNAUUGGlnの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-22, (B)は figure4-23, (C)は figure4-24 にそれぞれ対応している。 
 
  
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DGp 1 GUp
2 DG>p 2 pGGUp
3 UGp 3 GU>p
4 UG>p 4 AU>p
5 UAGp 5 ACp
6 AGp 6 GGDp
6 mUUCGp 7 AUp
7 DDAUC>p 8 GGTp
8 AUCCGp 9 (McM5s2U)Up
9 UU(McM5s2u)UGp 10 GGUp
10 mUUCG>p 10 GAUp
10 DDAUCACUUUCGp 11 AGDp
11 AUCCG>p 12 (McM5s2U)U>p
11 UCCUAUAGp 13 GGACp
12 GmUUCG>p 14 AGU>p or GAU>p
12 mAAUCCGp 15 GmAAUp
12 DDAUCACUUUCG>p 15 GGGUp
13 UCCUAUAG>p 16 AGUp
13 ACAACCCCGp 17 AACp





















図 4-8 tRNAUUGGlnの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAUUGGlnの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜






Figure 4-25 tRNAUUGGlnの分子量測定 
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL の同定した修飾が正しいものであるか判断するために
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL の分子量を LC-MS分析で測定した。Figure 4-25 の A が
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL の分子量測定結果を表しており、B は同定した修飾塩基を含
む tRNAUUGGln CD1D2D3E1HLの推定分子量でクロマトグラムのシミュレートをかけた結
果である。測定結果とシミュレート結果の一致する分子量を持つピークが確認された。ま





構造解析の結果 tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL の修飾塩基は position16 が D, position19 が
D, position20 が D, position34 が 3(5-methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine), position47
が mC, position54 が mU, position58 が mA であり、合計 7 つの修飾塩基が存在すること
が示された。出芽酵母 tRNAのメチル化は position毎にメチル化酵素が決まっており(31)、




られる。配列類似のヴァリアント 2 種類と配列類似 tRNACUGGlnの合計 3 種類の配列類似体
が存在するため、構造決定をするにあたって混合物の可能性を考える必要性がつきまとう
が、酵素消化断片のユニーク配列の比較と分子量測定の結果から構造解析を行うのに問題








tRNACUGGlnには塩基配列の類似した tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL と tRNAUUGGln B, 
tRNAUUGGln E2 の 3 種類の tRNA が存在する。tRNACUGGlnを含めた 4 種類の tRNA 間で
7 箇所塩基の異なる部分があり、また CCC 精製で利用した DNA プローブ上では最大 3 塩
基しか差がない。そのため CCC 精製で精製された RNA フラクションにはこの 4 種類の
tRNA が存在する可能性があるため、HPLC による分離、精製を行った。 
 
Figure 4-26 tRNACUGGln HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACUGGlnを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-26 のクロマトグラムを得た。35.5-37.3min, 37.3-38.5min,39-40.5min, 40.5-42min
に溶出したピークをそれぞれ手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検
索ソフトウェア ariadne (available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用する
ことで各フラクションに含まれる RNA を明らかにした。ピーク 1 では tRNACUGGln,ピーク
2 では tRNACUGGln, tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL, tRNAUUGGln B, ピーク 3 では
tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL, tRNAUUGGln B, tRNAUUGGln E2,ピーク 4では tRNAUUGGln B, 
tRNAUUGGln E2 が確認された。ピーク 1 が目的の tRNA を含むことを確認した。よって以





raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-28 tRNACUGGln RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-27, 4-28は tRNACUGGlnをそれぞれRNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-27,4-28 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No
とベースピーククロマトグラムのピーク No がそれぞれ対応している。Figure4-27,4-28 の
メジャーピークには tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL 由来の断片のみが同定された。マイナー
ピークにヴァリアント由来のピークが確認されたが対応する tRNAUUGGln CD1D2D3E1HL
由来の断片と intensity を比較すると 10 分の 1 以下の量であるため構造決定を行うにあた







Table 7 tRNACUGGlnの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-27, (B)は figure4-28 にそれぞれ対応している。 
 
 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DGp 1 CC>p
2 GGp(ダイマー形成) 2 CU>p or UC>p
3 UGp 3 CUC>p
4 UAGp 4 GU>p
5 UUCGp 5 pGGU>p
6 TUCGp 6 UUU>p
7 UUCUGp 7 CUCCp
8 AUCCGp 8 UUCUp
9 DDAUCACUUUCGp 9 pGGUC>p
10 mAAUCCGp 10 AC>p
11 UCCUAUAGp 11 GGDD>p
12 DDAUCACUUUCG>p 12 AU>p
13 ACCUCCA-OH 13 ACUUU>p




















図 4-9 tRNACUGGlnの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAUUGGlnの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜
き線が RNase A 消化断片を示している。修飾が部分的に起こっている部分については配列
上部の矢印で部分修飾塩基を示しており、修飾の割合をその上部に記載している。修飾の
割合はその修飾塩基を含む断片化配列の base peak intensity を比較している。配列上の





Figure 4-29 tRNACUGGlnの分子量測定 
tRNACUGGlnの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNACUGGln の分子量を
LC-MS 分析で測定した。Figure4-29 の A が tRNACUGGlnの分子量測定結果を表しており、
Bは同定した修飾塩基を含む tRNACUGGlnの推定分子量でクロマトグラムのシミュレートを
かけた結果である。部分修飾に関しては割合の一番高いものを推定分子量の計算に使用し










構造解析の結果 tRNACUGGlnの修飾塩基は position16 が D, position19 が D, position20 が
D,  position47 が mC, position54 が mU, position58 が mA であり、合計 6 つの修飾塩基
が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎にメチル化酵素が決
まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると position47 は?, 
position54 は T, position58 は”(1-methyladenosine)であることが予想される。Position47
の mC,54 の mU のメチル化はそれぞれ部分的に修飾されており、mC は修飾のない分子と























Figure 4-31 5,6-D-uracil labeling tRNACCGArg HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC精製によって精製された粗精製 tRNACCGArg(ラベル有りと無し)を逆相クロマトグラフ
ィーにかけ、figure4-30, 4-31 のクロマトグラムを得た。Figure4-30 では 31.25-32min, 
32.5-33.5min に溶出したピークをそれぞれ手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化
を行い RNA 検索ソフトウェア ariadne (available through 
internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに含まれるRNAを明ら
かにした。ピーク 1 では 3‟末端の未成熟な tRNACCGArg,ピーク 2 では tRNACCGArgが確認さ
れた。ピーク 2 が目的の tRNA を含むことを確認した。よって以後の実験の試料にピーク 2







raw data の解析を手動で行った。 
 
Figure 4-32 tRNACCGArg RNase T1 消化断片のベースピーククロマトグラム 
 
Figure 4-33 5,6-D-uracil labeling tRNACCGArg  





Figure 4-34 tRNACCGArg RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-32, 4-34 は tRNACCGArgをそれぞれ RNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。Figure4-33 はラベル体 tRNACCGArgを
RNase T1 消化した後に LC-MS/MS 分析したベースピーククロマトグラムを表した。
tRNACCGArgメジャーピークの MSMS 情報を解析し Supplementary table4-32, 4-33, 4-34
にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No とベースピーククロマトグラムの





   
Table 8 tRNACCGArgの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-32, (B)は figure4-33, (C)は figure4-34 にそれぞれ対応している。 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DDAGp 1 UCU>p
2 CUG>p 2 CCU>p
3 DDAG>p 3 UCUCp
4 mGUG>p 4 CUCUC>p
5 AGp 5 AUU>p
6 CAADGp 6 UGU>p
7 GDDAG>p 6 CGmGU>p
8 CUCCUCUAGp 7 GGDD>p
9 CUCCA OH 7 GGCU>p
10 CAADG>p 8 AU>p
10 TUCG>p 8 GmGU>p
11 UCCCG>p 9 AUU>p
12 CUCCUCUAG>p 10 AUGC>p
13 CAUG>p 11 GGGTU>p
14 CAUUCUUCCG>p 11 AGC>p
15 CUCCUCUAmG>p 12 AUUCU>p
16 AUmCmCG>p 13 AUUCUU>p
16 AG>p 13 GGGTUC>p
17 AUmCCG>p 14 GAUmC>p
14 AUUCUUC>p
15 AGU>p or GAU>p
16 AADGGDD>p
peak No Identified sequences 17 GAGUC>p
1 DDAGp 18 GAGUCC>p
2 mGPGp 18 GAGUCCC>p
3 TPCGp 18 AAD>p
3 UPCGp 19 AGUGC>p
5 AGp 20 AmGUGC>p














(A) RNaseT1 (C) RNaseA




図 10 tRNACCGArgの配列に対する酵素消化断片マッピング 
 
図 4-11 5,6-D-uracil labeling tRNACCGArgの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNACCGArg(5,6-D-uracil ラベル有り、無し)の構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きな
し)が RNase T1 消化断片、中抜き線が RNase A 消化断片を示している。修飾が部分的に起
こっている部分については配列上部の矢印で部分修飾塩基を示しており、修飾の割合をそ
の上部に記載している。修飾の割合はその修飾塩基を含む断片化配列の base peak 
intensity を比較している。図 1-11 の配列上の赤文字表記が同定した擬ウリジンを示してい
る。配列上の U, C, A, G 以外の文字で表記されている文字に関しては修飾塩基を示してい




Figure 4-35 tRNACCGArgの分子量測定 
tRNACCGArgの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNACCGArgの分子量を









 結果・考察  4.6.7.3.
構造解析の結果 tRNACCGArgの修飾塩基は position10 が mG, position16 が D, position19
が D, position20 が D, position47 が mC, position48 が mC, position54 が mU であり、合
計 7 つの修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎に
メチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると
position10 は L, position47 は?, position48 は?, position54 は T であることが予想される。

















Figure 4-36 tRNACCUArg HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACCUArgを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-36 のクロマトグラムを得た。35-36min, 36-36.8min に溶出したピークをそれぞれ
手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェア ariadne 
(available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに
含まれる RNA を明らかにした。ピーク 1 では position37 の A が
t6a(N6-threonylcarbamoyladenosine)の修飾塩基を持つ tRNACCUArg,ピーク 2 では
position37 の A が ct6a(cyclic N6-threonylcarbamoyladenosine)の修飾塩基を持つ
tRNACCUArgが確認された。T6a は ct6a の artifact であることが知られており、実験操作に
よって ct6a の分解が起こり t6a が生じる可能性があるため、t6a 型の tRNACCUArgを含むピ





raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-38 tRNACCUArg RNase T1 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-37, 4-38は tRNACCUArgをそれぞれ RNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-37,4-38 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No





Table 9 tRNACCUArgの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-37, (B)は figure4-38 にそれぞれ対応している。 
 
  
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 UUG>p 1 UmCC>p
2 UUCCGp 2 pGUUCC>p
3 mUUCGp 3 GGD>p
4 AGp 4 GUU>p
5 UCCCGp 5 AC>p
5 UACGp 6 CCmCUC>p
6 DAACGp 7 CUCCmCUC>p
6 ACUGp 7 GCmmGU>p
7 UUCCG>p 8 UCCmCUC>p
8 UAADGp 9 GCmmGUCU>p
9 DAACG>p 10 GmGC>p
10 mUUCG>p 10 mmGUCUC>p
11 UCCCG>p 11 GGGT>p
11 UACG>p 11 GGGTU>p
12 UAADG>p 12 mmGUCUCCmCU>p
12 GDAACG>p 13 GAGU>p
12 CCA-OH 13 GGGTUC>p
13 ACUG>p 13 GmGCGU>p
14 CmmGUCUCCmCUCCU(ct6a)AG>p 14 GGAAC>p
14 CmmGUCUCCmCUCCU(t6a)AG>p 15 AADGGD>p
15 AAGp 16 GAGUC>p
16 AACGp 17 AAD>p
17 AACG>p 18 AAC>p
19 GUUmGmGC>p
20 CU(t6a)AGGAGAAGAC>p




図 4-12 tRNACCGArgの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNACCGArgの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜
き線が RNase A 消化断片を示している。配列上の U, C, A, G 以外の文字で表記されている





Figure 4-39 tRNACCUArgの分子量測定 
tRNACCUArgの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNACCUArgの分子量を







構造解析の結果 tRNACCUArgの修飾塩基は position9 が mG, position10 が mG, position16
が D, position19 が D, position26 が mmG, position37 が 6, position54 が mU であり、合
計 7 つの修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎に
メチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると













塩基であることが近年発見された。Ct6a の artifact として t6a が生じることが報告されて
いる。 
 
Figure 4-40 tRNAGCUSer HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNAGCUSerを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-40 のクロマトグラムを得た。50-53min, 55-57min, 62-64.5min に溶出したピーク
をそれぞれ手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェア
ariadne (available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクシ
ョンに含まれるRNAを明らかにした。ピーク 1では tRNAGCUSer, tRNACUGGln, tRNAUGUThr
の 3 種類の tRNA が、ピーク 2 では tRNAGCUSerが確認された。ピーク 3 では ariadne の
検索では tRNA は検出されなかった。ピーク 2 に目的の tRNAGCUSerのみを検出したため、





raw data の解析を手動で行った。 
 
 




Figure 4-42 tRNAGCUSer RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-41, 4-42 は tRNAGCUSerをそれぞれ RNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-41, 4-42 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No





Table 10 tRNAGCUSerの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-41, (B)は figure4-42 にそれぞれ対応している。 
 
  
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DGp 1 pGUp
2 CGp 2 mCUp
2 DG>p 3 GCp
3 UGp 4 GCp
4 mCGp 5 GmCp
5 CAGp 6 GUp
6 UCUGp 7 GGDp
6 C(ac4c)Gp 8 ACp
7 UAGp 8 GGCp
8 ACGp 9 GAGDp
9 DDAAGp 9 GAGDp
10 AGp 10 AUp
10 TUCGp 11 GACp
11 UCCCAGp 11 GmAAUp
11 CCmCUGp 11 GmAAUp
11 CU(t6a)AGp 12 (ct6a)AGGCp
12 CAU(Um)Gp 13 AGGCp
12 CCA-OH 13 AGGCp
13 CU(ct6a)AGp 14 mUGGGUp
14 CmmGAUGp 15 AAGGCp
15 UUUUACCUGp 16 AGGmUp
15 mAAUCCUGp 17 AGUp
16 UUUUACCUG>p 17 AGGUp
18 mmGAUp




図 4-13 tRNAGCUSerの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAGCUSerの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜
き線が RNase A 消化断片を示している。修飾が部分的に起こっている部分については配列
上部の矢印で部分修飾塩基を示しており、修飾の割合をその上部に記載している。修飾の
割合はその修飾塩基を含む断片化配列の base peak intensity を比較している。配列上の






Figure 4-43 tRNAGCUSerの分子量測定 
tRNAGCUSerの同定した修飾が正しいものであるか判断するために tRNAGCUSerの分子量を






 考察  4.6.9.3.
構造解析の結果 tRNAGCUSerの修飾塩基は position12 が M, position16 が D, position19 が
D, position20 が D, position26 が mmG, position37 が 6, position48 が mC, position54 が
mU, position58 が mA であり、合計 9 つの修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母
tRNA のメチル化は position 毎にメチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position













Figure 4-44 tRNACGUThr HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNACGUThrを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-44 のクロマトグラムを得た。34-36min, 36.5-45min に溶出したピークをそれぞれ
手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェア ariadne 
(available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラクションに
含まれる RNA を明らかにした。ピーク 2 については複数のピークが重なっているが現在の
技術ではこのピークを分離することはできないため全ピークを回収して含まれる RNA を
確認することとした。ピーク 1 では tRNAUAUIle, tRNACGUThrの 2 種類の tRNA が、ピーク
2 では tRNACGUThrが確認された。ピーク 2 に目的の tRNACGUThrのみを検出したため、ピ






raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-46 tRNACGUThr RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-45, 4-46は tRNACGUThrをそれぞれRNase T1, RNase A 消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-45, 4-46 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No






Table 11 tRNACGUThrの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-45, (B)は figure4-46 にそれぞれ対応している。 
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DmGGp 1 pGCCC>p
2 CCCUUUp 2 UCC>p
3 DmGG>p 3 pGCCCU>p
4 ADmCGp 4 UUC>p
5 CAUCGp 5 CCUU>p
5 AGp 6 CCUUU>p
6 DAAGp 7 UUU>p
7 ADmCG>p 7 GU>p
8 CCCUUUUG>p 8 CCUUUU>p
9 CAUCG>p 9 CUUUU>p
10 GDAAGp 10 GGD>p
10 CAmCUCGp 11 UUUU>p
11 DAAG>p 12 AC>p
12 U(t6a)AUG>p 13 AUC>p
12 UAAUG>p 13 GU(t6a)AUGC>p
13 CACCA-OH 13 ACC>p
14 CCCUUUUmGmG>p 14 GU(t6a)AU>p
14 CCAAG>p 14 AUCGC>p
15 GDAAG>p 14 GGGTUC>p
15 CAmCUCG>p 15 GGGGAD>p
16 U(ct6a)AUG>p 15 GGGGADmC>p
16 AG>p 15 UGmGCC>p
17 CCCUUUUGmGCCAAG>p 16 GUGGGTUC>p
18 U(ct6a)AUG>p 16 GGGUUC>p
19 U(t6a)AUG>p 16 AmCUC>p
20 UUCAmAUUCCCACAG>p 17 AAGDGGD>p
21 mGCCAAG>p 17 GU(ct6a)AUGC>p
22 mUUCAmAUUCCCACAG>p 17 AmAUUCCC>p
22 U(ct6a)AUG>p 17 AmAUUCC>p











図 4-14 tRNACGUThrの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNACGUThrの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜
き線が RNase A 消化断片を示している。修飾が部分的に起こっている部分については配列
上部の矢印で部分修飾塩基を示しており、修飾の割合をその上部に記載している。修飾の
割合はその修飾塩基を含む断片化配列の base peak intensity を比較している。修飾の割合







構造解析の結果 tRNACGUThrの修飾塩基は position9 が mG, position10 が mG, position16
が D, position18 が#, position20 が D, position32 が mC, position37 が 6, position47 が D, 
position48 が mC, position54 が mU, position58 が mA であり、合計 11 個の修飾塩基が存
在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル化は position 毎にメチル化酵素が決まっ
ており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると position9 は K, position10







 tT(UGU) G1G2P 4.6.11.
 HPLC精製 4.6.11.1.
tRNAUGUThrG1G2Pには塩基配列の類似した tRNAUGUThrHのヴァリアントが 1種類存在す
る。tRNAUGUThrG1G2P と tRNAUGUThrH の tRNA 間で 2 箇所塩基の異なる部分があり、ま
た CCC 精製で利用した DNA プローブ上でも 2 塩基しか差がない。そのため CCC 精製で
精製された RNA フラクションにはこの 2 種類の tRNA が存在する可能性があるため、
HPLC による分離、精製を行った。 
 
Figure 4-47 tRNAUGUThr HPLC 精製のクロマトグラム 
CCC 精製によって精製された粗精製 tRNAUGUThrを逆相クロマトグラフィーにかけ、
figure4-47 のクロマトグラムを得た。50-52.5min, 52.5-54min, 55.5-57.5min に溶出したピ
ークをそれぞれ手動で分取し、共通実験項目の RNaseT1 消化を行い RNA 検索ソフトウェ
ア ariadne (available through internet,http://ariadne.riken.jp/)を利用することで各フラ
クションに含まれるRNAを明らかにした。ピーク1では tRNAUGUThrH, tRNAUGUThrG1G2P
の t6a 型の 2 種類の tRNA が、ピーク 2 とピーク 3 では tRNAUGUThrの t6a 型と ct6a 型の






raw data の解析を手動で行った。 
 




Figure 4-49 tRNAUGUThr RNase A 消化断片のベースピーククロマトグラム 
Figure4-48, 4-49は tRNAUGUThrをそれぞれRNase T1, RNase A消化した後に LC-MS/MS
分析したベースピーククロマトグラムを表した。メジャーピークの MSMS情報を解析し
Supplementary table4-48, 4-49 にそれぞれまとめた。Supplementary table のピーク No
とベースピーククロマトグラムのピーク No がそれぞれ対応している。Figure4-48, 4-49 の
メジャーピークには tRNAUGUThrG1G2P 由来の断片のみが同定された。マイナーピークに
は tRNAUGUThrH由来の断片も確認されたがそれぞれに由来するユニーク配列を含む断片の
base peak intensity を比較すると tRNAUGUThrH 由来のものは tRNAUGUThrG1G2P 由来の





Table 12 tRNAUGUThrの同定した断片化配列一覧表 
同定した断片の配列を対応するピーク番号と合わせて一覧として示す。(A)は
figure4-48, (B)は figure4-49 にそれぞれ対応している。 
 
  
peak No Identified sequences peak No Identified sequences
1 DAGp 1 GGC>p
2 7mGDmCGp 2 GGD>p
2 7mGDmCG>p 3 GUU>p
3 CAGp 4 AC>p
4 7mGDmCG>p 7mGのbase loss 5 ACC>p
5 7mGDCG>p 7mGのbase loss 6 CUGAC>p
6 DAG>p 7 UGAC>p
7 AGp 8 GAC>p
8 UUAGp 9 mmGUU>p
9 CUUAGp 10 mmGUUGC>p
10 ACAGp 10 AGD>p
10 GDAG>p 11 GU(t6a)AU>p
11 CmmGUUGp 11 GUAAU>p
12 CA(3mC)U(NcM5u)Gp 12 AmCU(ncm5u)>p
13 U(t6a)AUG>p 12 AGAGCp
13 CCUCCUUAmG>p 13 AGDGGD>p
13 CAAAGp 13 AGTU>p
14 CUUAG>p 14 GU(ct6a)AU>p
15 CACCA OH 14 AGAGC>p
17 CmmGUUG>p 15 AGTUC>p
17 CA(Cm)U(NcM5u)G>p 16 AGGU>p
18 U(ct6a)AUG>p 17 AAAG7DmCp
19 CAAAG>p 18 GU(t6a)AU>p
20 U(ct6a)AUG>p 18 GU(ct6a)AU>p
21 CCUCCUUAKCUUAG>p 18 AmCU(ncm5u)GU>p










図 4-15 tRNAUGUThrの配列に対する酵素消化断片マッピング 
tRNAUGUThrの構造解析結果を表した。矢印は線(中抜きなし)が RNase T1 消化断片、中抜
き線が RNase A 消化断片を示している。修飾が部分的に起こっている部分については配列
上部の矢印で部分修飾塩基を示しており、修飾の割合をその上部に記載している。修飾の
割合はその修飾塩基を含む断片化配列の base peak intensity を比較している。修飾の割合


















構造解析の結果 tRNAUGUThrの修飾塩基は position10 が mG, position16 が D, position19
が D, position26 が mmG, position32 が mC, position34 が&, position37 が 6, position46
が mG, position47 が D, position48 が mC, position54 が mU, position58 が mA であり、
合計 11 個の修飾塩基が存在することが示された。出芽酵母 tRNA のメチル化は position
毎にメチル化酵素が決まっており(31)、それぞれの position 毎のメチル化酵素を考えると








本研究では 12 種類の tRNA に対して LC-MS法を適用し、全塩基の解析を行った。そこで















る tRNA を今回決定した 12 種類の tRNA で網羅することができた。網羅した tRNA の修
飾情報によって完全な tRNA の人工合成が可能になると考えられる。tRNA を人工合成す
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